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ABSTRAK
Tujuan Penelitian ini adalah mengetahui hubungan kekerabatan genom kopi melalui
proses gel Poliakrilamid. Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Biologi Molekuler
Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian, Balai Penelitian Tanaman Serealia, yang
di mulai pada bulan Januari sampai dengan Maret 2013. Metode yang digunakan adalah
ekstraksi DNA, Pengujian kualitas dan kuantitas DNA dengan tehnik elektroforesis
menggunakan gel agarose, Pengenceran DNA dan teknik PCR. Materi genetik yang
digunakan  sebanyak enam aksesi daun kopi jenis Robusta  hasil koleksi dari Bengkulu.
Hasil penelitian bahwa besaran konsentrasi DNA dari nano spektrophotometer dan
elektroforesis horisontal memiliki besaran yang berbeda di sebabkan karena semua
molekul-molekul terbaca melalui nano spektrophotometer sedangkan elektroforesis
horizontal tidak dan persentase polimorfisme dan Polymorphic Information Content (PIC)
diperoleh nilai 0,00 yang menunjukkan tingkat monomorfis pada ke enam sampel serta
karakter yang ditunjukkan oleh primer SSRca026 sama pada ke lima aksesi yang di
analisis.
Kata kunci : ekstraksi DNA, kopi robusta, elektroforesis gel, teknik PCR
PENDAHULUAN
Saat ini perkembangan bioteknologi
molekμler cukup pesat. Besarnya database
sequence biologi seperti DNA, RNA dan
rangkaian protein tentu memerlukan
sistem penggalian data yang tepat dan
terotomatisasi sehingga dapat mengurangi
biaya penelitian. Saat ini kita dapat
menemukan berbagai macam metode
ektraksi DNA. Para peneliti selalu
berusaha menyederhanakan tahapan yang
digunakan atau mengurangi jumlah
perlakukan. Menurut Epplen dan Lubjuhn
(1998), tahapan atau perlakuan yang
terlalu panjang dan terlalu kompleks
sering meningkatkan resiko kegagalan,
terutama bagi pemμla. Tahapan atau
perlakuan dalam ekstraksi DNA juga
dipengaruhi asal sel/jaringan target.
Tanaman kopi merupakan salah satu
komoditi unggμlan Indonesia, terbukti
kopi Robusta  Gayo dari Aceh tercatat
sebagai kopi termahal di dunia
mengalahkan kopi Brazil yang terkenal
itu, karena aroma dan rasanya banyak
diminati oleh para pecinta kopi di
berbagai dunia. Manfaat kopi dapat
dirasakan sebagai penambah energi,
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menjaga mood bahkan bisa mencegah
serangan jantung dan stroke, hanya jika
diminum dalam kadar yang wajar, dua
sampai tiga gelas sehari cukup untuk
membuat tubuh kita bugar jangan sampai
berlebihan, alih-alih mendapat manfaat
malah keracunan yang kita rasakan. Agar
tanaman kopi yang menjadi komuditi
unggμlan di Indonesia dapat lebih
berkembang dan di ketahui varietasnya
maka di lakukan ekstraksi DNA.
Ekstraksi atau isolasi asam nukleat adalah
salah satu teknik dasar yang harus
dikuasai dalam mempelajari teknik biologi
molekμlar.
Tujuan dari ekstraksi atau isolasi
asam nukleat adalah membuang dan
memisahkan asam nukleat dari komponen
sel lainnya (protein, karbohidrat, lemak,
dll) sehingga asam nukleat yang diperoleh
dapat dianalisis dan atau dimodifikasi
lebih lanjut.
METODE PENELITIAN
Penelitian di lakukan di
laboratorium Biologi Molekuler Badan
Penelitian dan Pengembangan Pertanian,
Balai Penelitian Tanaman Serealia, yang
di mulai pada bulan Januari sampai
dengan Maret 2013. Materi genetik yang
digunakan  sebanyak enam aksesi daun
kopi jenis Robusta  hasil koleksi dari
Bengkulu.
Kondisi tanaman saat tiba di
Laboratorium semua sudah berwarna
coklat artinya bahwa materi tanaman
sudah tidak segar lagi. Proses ekstraksi
DNA mengikuti protokol George dan
Regalado (2004). Pengujian kualitas dan
kuantitas DNA dapat di lakukan dengan
tehnik elektroforesis menggunakan gel
agarose, Pengenceran total  DNA menjadi
10 ng/μl sebagai larutan stock kerja PCR,
PROSES Amplifikasi DNA melalui
Teknik PCR, proses Casting Gel dan
analisis data dilakukan berdasarkan hasil
skoring pola pita DNA yang muncul pada
plate. Polimorphic Information Content
(PIC) berdasarkan terminologi nilai PIC
ini sama dengan nilai diversitas gen
(heterozygosity)
Hasil Dan Pembahasan
Hasil ekstraksi DNA diperoleh total
DNA dengan menggunakan
Spektrophotometer berkisar antara 180
ng/μl –238 ng/μl. Total DNA terendah
pada Robusta  (ciri hijau A) dan tertinggi
pada Robusta  (anonim bengko B).
Tingkat kemurnian DNA berkisar antara
1,259-1,958 dan nilai tertinggi yang
mendekati 2,0 ng/μl (Tabel 1).
Tabel 1. Total DNA dan tingkat kemurnian DNA berdasarkan hasil pengukuran nano
spektrophotometer.
Aksesi Total DNA(ng/μl)
Purity
(260/280)
Total DNA
(ng/μl)
Purity
(260/280)
Robusta  (anonym bengko) 238 1,625 134 1,958
Robusta  (anonym 2) 29,7 2,007 156 1,906
Robusta  (mesron) 153 1,488 180 1,902
Robusta  (payung hijau) 5.300 1,325 214 1,613
Robusta  (sidodadi) 227 1,682 231 1,598
Robusta  (ciari hijau) 232 1,259 173 1,777
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Hasil ekstraksi DNA diperoleh total
DNA murni melalui standar lambda
berkisar antara 5 ng/µl-200 ng/µl. Total
DNA terendah yaitu  5 ng/µl dan tertinggi
200 ng/μl (Tabel 2).
Tabel 2. Perkiraan konsentrasi DNA melalui standar lambda
No Aksesi
Perkiraan konsentrasi melalui standar
lambda (ng/μl)
A B
1. Robusta (anonymbengko) 150 100
2. Robusta  (anonym 2) 5 50
3. Robusta  (mesron) 50 100
4. Robusta  (payung hijau) 5 150
5. Robusta  (sidodadi) 50 50
6. Robusta  (ciari hijau) 200 150
Gambar 1. Visualisasi DNA Sampel kopi Robusta
Dari hasil perkiraan konsentrasi DNA akan dilanjutkan ke pengenceran DNA yang
setara dengan 10 (ng/μl)
Tabel 3. Konsentrasi DNA hasil pengenceran DNA
No Aksesi Konsentrasi DNA( M1) (ng/μl)
1. Robusta  (anonym bengko A) 150
2. Robusta  (anonym 2 B) 50
3 Robusta  (Mesron B) 100
4. Robusta  (Payung hijau B ) 150
5. Robusta  (Sidodadi A) 50
6. Robusta  (Ciari hijau A) 200
Hasil DNA murni yang telah diencerkan diperkirakan ada 4 sampel yang setara
dengan 10 ng/μl dan 2  DNA sampel yang setara dengan 5 ng/μl. (Gambar 1).
λ100 λ50 λ10    1a    1b    2a    2b     3a    3b      4a   4b     5a    5b     6a    6b
DNA
Koto
ran
RN
A
Rahman Hairuddin (2013)
46
Gambar 2. Visualisasi DNA sampel setelah pengenceran
Hasil PCR
Visualisasi hasil PCR menggunakan
primer SSRca026 dapat di lihat pada
Gambar 2. Profil dari SSRca026
monomorfis berada pada 109 bp dan
tingkat monomorfisme sebesar 0,00.
Gambar 3. Visualisasi hasil PCR menggunakan marka SSR026.
Berdasarkan nilai jarak genetik di peroleh jarak genetik (Tabel 4).
Tabel  4. Nilai jarak Genetik
Aksesi Robusta
(Anonym
bengko)
Robusta
(Anonym2)
Robusta
(Mesron)
Robusta
(Payung)
Robusta
(Sidodadi)
Robusta
(Ciari
hijau)
Robusta
(Anonymbengko) 0.00
Robusta
(Anonym2) 0.00 0.00
Robusta
(Mesron) 0.00 0.00 0.00
Robusta (Payung) 0.00 0.00 0.00 0.00
Robusta
(Sidodadi) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Robusta
(Ciarihijau) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
100 5
0
10 5 1
0
5 1
0
1
0
10
DNA MURNI
KOTORAN DNA
RNA
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HASIL PENELITIAN
Dari hasil penelitian dapat dilihat
bahwa besaran konsentrasi DNA dari
nano spektrophotometer dan elektroforesis
horisontal memiliki besaran yang berbeda
disebabkan karena semua molekul-
molekul terbaca melalui nano
spektrophotometer seperti RNA, protein
dan DNA yang rusak atau sering disebut
dengan kotoran sedangkan pada
elektroforesis horisontal dapat dibedakan
antara DNA, kotoran, dan RNAnya.
Sedangkan estimasi total DNA melalui
elektroforesis horizontal hanya DNA
murni yang dibandingkan dengan lambda
DNA.
Perkiraan penampilan pada DNA
murni berkisar 50ng/μl-200 ng/μl.
Sehingga harus dilakukan pengenceran
untuk mernurunkan besaran konsentrasi
DNA tersebut. (Gambar 2 dan Tabel 2).
Sampel Robusta    ( anonym 2), Robusta
(payung hijau), Robusta  (sidodadi) dan
Robusta  (ciari hijau) sudah layak lanjut
ke uji PCR dikarenakan ke empat sampel
tersebut sudah setara dengan 10 ng/μl.
Sampel Robusta  (anonym bengko) dan
Robusta  (mesron) harus dilakukan
pengenceran μlang agar setara dengan 10
ng/μl hal ini disebabkan karena di
perkirakan cara penggerusan yang kurang
halus sehingga pada saat akan dilakukan
pengujian PCR ke dua sampel tersebut
harus dilakukan pengenceran μlang agar
setara dengan 10 ng/μl. Hasil PCR dengan
menggunakan primer SSRca026
menunjukkan bahwa tidak terdapat sampel
yang memuncμlkan pita DNA yang
bervariasi, akan tetapi pita DNA yang
dimuncμlkan yaitu monomorfis atau tidak
bervariasi.
Hal ini disebabkan karena ke lima
sampel kopi kekerabatannya masih sangat
dekat, selain itu kemungkinan primer
SSRca026  yang di gunakan  hanya dapat
mendeteksi adanya sifat monomorfisme
pada ke 5 sampel (Gambar 2). Jarak
genetik ke lima sampel kopi tersebut
adalah 0,00 (Tabel 4), yang artinya
kekerabatan ke lima sampel masih sangat
dekat. Sedangkan sampel no 5 tidak
terdeteksi oleh primer SSRca026  karena
kemungkinan di sebabkan oleh sampel
kopi yang kurang bagus atau prosedur
kerja peneliti yang kurang teliti dalam
proses pengerjaan DNA.
Persentase polimorfisme dan
Polymorphic Information Content (PIC)
diperoleh nilai 0,00  yang menandakan
bahwa tingkat monomorfis sampel relatife
tinggi yang mengartikan kekerabatan dari
kelima sampel masih sangat dekat. Jarak
genetik yang terlihat pada ke lima sampel
menghasilkan nilai yang sama yaitu 0,00.
Nilai jarak genetik yang sama
menandakan bahwa ke enam sampel
memiliki tingkat keseragaman yang tinggi
(Tabel 4), dengan kata lain karakter yang
disandi oleh primer SSRca026 sama pada
kelima aksesi tersebut.
KESIMPULAN
Besaran konsentrasi DNA dari nano
spektrophotometer dan elektroforesis
horisontal memiliki besaran yang berbeda
di sebabkan karena semua molekul-
molekul terbaca melalui nano
spektrophotometer sedangkan
elektroforesis horizontal tidak dan
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persentase polimorfisme dan Polymorphic
Information Content (PIC) diperoleh nilai
0,00 yang menunjukkan tingkat
monomorfis pada ke enam sampel serta
karakter yang ditunjukkan oleh primer
SSRca026 sama pada ke lima aksesi yang
di analisis.
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